ウサギ関節軟骨細胞にはP2X7イオンチャネル型受容体が機能的に発現しており、細胞外ATPによる細胞毒性を引き起こす by 谷川 仁士
P2X7 ionotropic receptor is functionally
expressed in rabbit articular chondrocytes and
mediates extracellular ATP cytotoxicity.
著者 谷川 仁士
発行年 2018-09-12
その他の言語のタイ
トル
ウサギ関節軟骨細胞にはP2X7イオンチャネル型受容
体が機能的に発現しており、細胞外ATPによる細胞
毒性を引き起こす
学位授与機関 滋賀医科大学
学位授与年度 平成30年度
学位授与番号 142002甲第820号
URL http://hdl.handle.net/10422/00012523
doi: https://doi.org/10.1007/s11302-018-9611-x
氏 名  谷川 仁士 
学 位 の 種 類  博士（医学） 
学 位 記 番 号  博士甲博士第８２０号 
学 位 授 与 の 要 件  学位規則第４条第１項 
学 位 授 与 年 月 日  平成３０年 ９月１２日 
学 位 論 文 題 目  P2X7 ionotropic receptor is functionally expressed in 
rabbit articular chondrocytes and mediates extracellular 
ATP cytotoxicity 
 
（ウサギ関節軟骨細胞には P2X7イオンチャネル型受容体が機
能的に発現しており、細胞外 ATP による細胞毒性を引き起こ
す） 
 
審 査 委 員  主査  教授  中 野 恭  幸  
 
副査  教授  扇 田 久 和 
 
副査  教授  遠 山 育 夫 
 
別 紙 様 式 3 (課程博士 •論文博士共用)
論 文 内 容 要 旨
X整理番号 8 2 7 氏 名 谷 川 仁 士
学位論文題目
P2X7 ionotropic receptor is functionally expressed in rabbit articular 
chondrocytes and mediates extracellular ATP cytotoxicity
(ウサギ関節軟骨細胞にはP2X7イオンチャネル型受容体が機能的に発 
現しており、細胞外ATPによる細胞毒性を引き起こす）
【目的】アデノシン三リン酸（ATP)は、細胞内ではエネルギー供与体として機能する一方、
ひとたび細胞外に放出されるとautocrine / paracrineの様式でシグナル伝達物質として働
く。細胞外 ATPが結合するプリン作動性受容体は、イオンチャネル型受容体であるP2X受容
体と、G タンパク質共役型受容体であるP 2Y受容体に大別される。イオンチャネル型受容体 
であるP2X受容体はさらに7 つのサブタイプ(P2X1-7)に分けられ、中でもP2X7は多くの細胞
で発現が確認されており、炎症や細胞死などに関与する。細胞外 ATPによるシグナル伝達は、
血管や神経のない関節軟骨において重要な細胞調節機能と考えられるが、その仕組みについ
てはほとんど知られていない。関節における軟骨細胞死は代表的な関節疾患である変形性関
節症 (0A)の発症に関連すると言われている。0Aでは関節液中のATP濃度が高値であることや、
関節液中のATP濃度が 0 Aによる疼痛と関連があることも報告されており、軟骨細胞障害にお
ける ATPの関与を考えた。そこで、本研究では関節軟骨細胞におけるATP受容体サブタイプ
P2X7の発現を機能的に確認し、加えて細胞外 ATPが誘発する軟骨細胞死におけるP2X7の関
与を検討することとした。
【方法】 日本白色家兎（体重 2. 5～3. Okg)の肩•股•膝関節より摘出した軟骨片を酵素処理
により単離した関節軟骨細胞を以下の実験に用いた。
① P2X7の機能的発現の確認：ホールセルパッチクランプ法を用いてP2X7誘発性電流を確認
した。倒立顕微鏡に設置した記録槽に軟骨細胞を接着させ、37°Cの細胞外液を灌流しなが
ら、軟骨細胞にガラス電極を密着させ膜電位固定下で電流を記録した。細胞外 ATP刺激に
よって生じる電流の電気生理学的を評価すると共に、P 2 X 7に特異性の高いアゴニスト•
アンタゴニストを用いて薬理学的性質についても評価した。YO-PRO-1色素の取り込みを
確認することで、P 2 X 7の特徴である細胞膜大孔形成を確認した。 ウサギ軟骨細胞から 
RT-PCRにより増幅したP2X7をクローニングし、配列決定を行うとともに、HEK293細胞に
強制発現させて機能解析を行った。
② 細胞外 ATP刺激が軟骨細胞に及ぼす影響の確認：本研究では、アポトーシスの評価として
カスパーゼ-3/7活性を蛍光発生基質により検出•定量した。また、ネクローシスを乳酸
脱 水 素酵素 (LDH)放出率によって評価した。
(備考） 1 . 論文内容要旨は、研究の目的•方法•結果•考察•結論の順に記載し、 2 千字 
程度でタイプ等を用いて印字すること。
2 . ※印の欄には記入しないこと。
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③ P2X7活性化による軟骨細胞死の機序についての検討：細胞外 ATP刺激による軟骨細胞か 
らのプロスタグランジン(PGE2)放出を ELISA競合法で測定した。ATP誘発性軟骨細胞死が 
シクロオキシゲナーゼ（COX)阻害剤により、抑制されることからアラキドン酸代謝経路の 
関与が考えられた。そこで、ホスホリパーゼA2 (PLA2)阻害剤や臨床使用されているC0X2 
阻害剤を用いて、ATP誘発性軟骨細胞死• PGE2放出の変化を測定した。
【結果】上記実験方法により、以下の結果を得た。
① 単離軟骨細胞を高濃度ATP (>300 yM)に曝露すると、速やかに、短時間での脱感作を伴わ 
ない電流が活性化された。 この電流は弱い内向き整流性を示した。P 2 X 7に選択性の高い 
アゴニストであるBzATP (3 yM)は、ATPよりも100倍低い濃度で類似の電気生理学的性質 
を持つ電流を活性化した。また、ATP誘発性電流は、種々の P2X7遮断薬によって抑制さ 
れた。また、異種性にウサギP2X7を導入したHEK293細胞を ATPに曝露すると、軟骨細胞 
で確認された電流と電気生理学的ならびに薬理学的性質が類似した電流を誘発された。こ 
れらの結果から、軟骨細胞においてATPで誘発されるP2X7電流を機能的に同定した。
② ATP (3 mM)存在下で軟骨細胞を3 時間培養すると、カスパーゼ-3/7活性は有意に上昇し 
た。この反応はP2X7遮断薬であるA438079 によってほぼ完全に抑制された。同様に、ATP 
は軟骨細胞のLDH放出を有意に上昇させ、この反応もA438079によって部分的に抑制され 
た。
③ 同様に ATP (3 mM)存在下で軟骨細胞を1 時間培養すると、細胞外へのPGE2放出が有意に 
増加した。 この現象もP2X7電流を薬理学的に遮断することにより抑制された。 さらに、 
PGE2合成を PLA2阻害剤や COX2阻害剤で抑制すると、P2X7誘発性のカスパーゼ-3/7活性 
の上昇を強く抑制した。 このことはPGE2の放出を介したATP誘発性の軟骨細胞死を示唆 
している。
【考察】細胞外 ATPによって誘発される電流やそれに付随する細胞反応の大部分がP2X7遮断 
薬によって消失した事実は、軟骨細胞においてP2X7が細胞外ATPシグナル伝達を担う主要な 
プリン作動性受容体であることを示唆している。P2X7の活性化に伴う細胞毒性は、チャネル 
機能に依存しており、細胞膜の Ca2+透過性の上昇、膜電位変化、ならびに細胞内外の浸透圧 
均衡などが関与すると考えられた。さらに、軟骨細胞におけるP2X7の活性化はアラキドン酸 
カスケードの活性化、続いて炎症惹起物質であるPGE2の放出を引き起こすことから、軟骨細 
胞死を特徴とする0 Aの発症に関連すると考えられた。
【結論】本研究では、ウサギ関節軟骨細胞におけるP2X7の機能的発現を明らかにした。また、 
ATP誘発性の軟骨細胞死におけるP2X7の関与を示した。軟骨細胞死を特徴とするO Aにおい 
て ATPが発症や疼痛の誘発に関連するという報告もあり、本研究の成果はその治療対象とし 
て P2X7という新しい分子標的を示唆した。
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学位論文審査の結果の要旨
整理番号 8 2 7  氏 名 谷 川 仁 士
論文審査委員
(学位論文審査の結果の要旨）※明朝体 1 1 ポイント、 6 0 0 字以内で作成のこと
本論文では、ウサギ関節軟骨細胞においてATP受容体サブタイプP2X7が機能的に発 
現していることを砲認し、細胞外 ATPが軟骨細胞に対してどのような作用をもたらすか 
と言う点を検討した。加えて、細胞外 ATPが P2X7を介して軟骨細胞に作用する際の機 
序について検討を行い、以下の点を明らかにした。
1) ウサギ関節軟骨細胞においてP2X7が機能的に発現していることを電気生理学的手法 
や細胞膜大孔形成を確認することで証明した。
2) これまで確定されていなかったウサギP2X7の遗 伝子配列を決定し、発現系において
P2X7電流を再現した。
3) ウサギ関節軟骨細胞においてP2X7の活性化により細胞死(特にアポトーシス）が誘発 
されることを確認した。
4) P2X7の活性化による軟骨細胞アポトーシスは、イオンチャネルの開口を起点とする 
反応であり、アラキドン酸代謝経路を介した現象であることを示した。
本論文は、細胞外 ATPが P2X7を介して軟骨細胞アポトーシスを生じることを明らかに 
し、軟骨細胞アポトーシスを特徴とする変形性関節症に対する新たな治療対象としての 
P2X7の可能性について新たな知見を与えたものであり、また最終試験として論文内容に 
関連した試問を実施したところ合格と判断されたので、博士（医学)の学位論文に値する 
ものと認められた。
(総 字 数 5 1 6 字)
(平成3 0 年 8 月 2 7 日）
